





1980 年代後半になって臨床応用の段階に入った。 場，ラット肝癌における癌遺伝子 （ra s）や癌抑制
なかでも遺伝子診断と遺伝子治療が注目されてい 遺伝子（p53 ）の変異， 血液凝固因子異常症，欠乏
る。遺伝子診断が急速に普及した背景には PCR 症における血液凝固因子遺伝子（プロトロンビン，
(polymeras chain reaction ）法の登場が大きく， アンチトロンビンIII ）の変異，家族性アルツハイ
遺伝病の診断だけでなく，癌の診断，感染症の診 マー病患者におけるアミロイド前駆体蛋白遺伝子
断の分野にも広く応用されている。 の変異の検出を行ってきた 1-6 ）。




PCR で増幅した DNA を制限酵素で切断する方 らかにされている。どの泳動条件が適当であるか
法，変性勾配ゲル電気泳動法，温度勾配ゲル電気 は，それぞれの試料によ・って異なり，理論的には
泳動法， RNase cleavg 法などが用いられてい 予測できないため，目的とする DNA により条件
るが，最近では PCR-SCP (single strand con- を変化させてみることが必要である 7）。私たち は
formatin polymrphism ）法が，短期間に普及し 通常，室温下で， 0.5 ×TBE バッファーを用い，
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Pharmcia 社の Phast System を用いた PCR
SCP 法が広 く用いられている。プレキャス トゲ
ルおよび銀染色キット によって迅速な遺伝子変異








































Pharmci 社のゲル温度調節が可能な A L. F. 
DNA シークエンサーを用い，放射性同位元素を












制御することが不可欠である。A BI 社の DNA 自
動シークエンサーでは，冷却を要するゲル温度調







1 ）。本 DNA シークエンサーは同一レーンにて 4
種の蛍光を識別できる特徴を有する。そこでプラ
イマーの一方を青色蛍光色素（FAM ），もう一方
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を緑色蛍光色素 (JO E）で標識し， PCR で増幅す
ることにより，センス鎖とアンチセンス鎖の両方
の一本鎖 D NA を異なる蛍光で標識できる。また
蛍光標識した PCR 産物に，サイズ、マーカー（ABI
社， Ge ne Sca n 250 R ox ，赤色蛍光色素）を加え
て泳動することにより，レーン間での泳動度の差
を補正することができる。この泳動結果をマイク
ロサテライト分析用に開発された A BI 社の
GENESCANN 67 解析ソフトで解析する。
私たちは， K -ras 遺伝子エクソン 1 のコドン
12, 13 に，それぞれ異なる変異を有する 7種の細
胞株より DNA を抽出し，それらの変異が本方法
にて検出可能かどうかを検討した。分離における
ゲル温度の条件を検討したところ， 20 ℃で 7種の
変異がそれぞれ異なる移動度として検出され，し
かもセンス鎖とアンチセンス鎖の両鎖の分離距離
が最も長くなることが明らかとなった。 図 2 に
10% ポリアクリルアミドゲ、ルを用い，ゲル温度を
20 °c に設定した際のゲルイメージを示す。青色と
緑色のバンドは，増幅された D N A のそれぞれの
ストランドを示し，赤色はサイズマーカーを示す。
GENESCANN 67 解析ソフトを用いると， 4種
の蛍光を用いた場合でも，それぞれ 1種の蛍光の
パターン解析が可能で、ある。そこで l種の蛍光を
用いて解析した場合， 10 °cおよび 40°Cの条件で























図 2 蛍光標識 PC R -SCP のゲルイ
メー ジ
レーン 1 ' 5 および 10 は正常 DNA を，
レーン 2, 3, 4, 6, 7, 8 および 9 は
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